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物を単離した。この菌は 16SrDNA の塩基配列により Bacillus velezensis に近縁であるこ
とが判り、Bacillus sp. necolon-１として登録した。




得られた酵素の SDS-PAGE による推定分子量は 42kDa であった。この酵素液の至適
pH=5.5、至適作用温度は 50℃、Mn2+によって阻害され、65℃で 15 分の熱処理により完全
に失活した。pH=5.5、40℃での Km=5.18(mg/ml)、Vmax=7.8(μg/ml/min)であった。得
られた精製酵素は LC－MS/MS によるタンパク質同定の結果、endo-β-1,4 mannanase と
同定され、推定分子量は 41,893Da と算出された。
Bacillus sp.necolon-1 をコンニャクなどのグルコマンナン類やグアガム、タラガムなどの




ションを Bacillus sp.necolon-1 の培地に添加し、48 時間培養後の上清のコンニャクゾルに
対する減粘効果を調べた。ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画で高い誘導を示す 1 つ
のフラクションと小さな誘導を示す2つのフラクションを得た。糖マーカ （ーD(＋)-Glucose,











1.6 対 1 であるとされている[1]。また、32 個の糖残基につき 3 個の割合で主鎖マンノース
からβ-1,3 結合による分岐があり[2]、約 19 の糖の単位のうち一つがアセチル化され[3,4]、





































（（High-Pressure Steam Sterilizer BS-235，株式会社トミー精工）121℃、20 分）にて滅
菌した。
・微生物

















10～20mM の Tris(hydoroxymethyl)aminomethane（Sigma）を塩酸で pH=7 に
調整した。
B-2： Britton and Robinson’s buffer
10～20mM のクエン酸（Sigma）、リン酸二水素カリウム（Sigma）、ホウ酸（Sigma）
4溶液を調製し水酸化ナトリウム（Sigma）で pH を 3 から 9 まで調整した。
B-3：酢酸 buffer





F-２：Lstep Fiber FB02-VC-FUS1582（150,000Da），Daicen Membrems Ltd.









D-2：RID10-A Refractive Index Detector，Shimadzu
フラクションコレクター












Q Sepharose Fast Flow 1×5ml，Amersham Biosciences
・測定キット
タンパク定量
BCA Protein Assay Kit，Poerce
マンナナーゼ活性
5AZO-Carob Galactomannan，Megazyme International Ireland Ltd.
・その他器具類
SDS-PAGE




染色試薬 Coomassie brilliant blue R250，
薄層クロマトグラフィー（TLC）
薄層板 シリカゲル 60F254 20×20cm，Merck Ltd. Japan
展開溶媒 n-ブチルアルコール（Wako）：エタノール（Sigma）：水＝5：3：2（v/v/v）
検出試薬 ナフトレゾシノール（Wako）0.2g とジフェニルアミン（Wako）0.4g を 95％
エタノール 100ml に溶解（A）。使用直前に濃硫酸（Sigma）4ml と A 96ml
を混合。
分光光度計
A-1：UV-mini 1240 UV-VIS Spectometer，Shimadzu
遠心分離機 himac CR21E，Hitachi








カラヤガム From Sterculia Tree，Sigma
片栗粉（馬鈴薯澱粉），株式会社シジシージャパン
AgNO3，MgCl2・6H2O，CaCl2，MnCl2・4 H2O，MgSO4・7 H2O，EDTA 2Na 以上 Wako




0.75％コンニャク溶液を試験管に 5ml ずつ分注した。減粘効果を確認するサンプル 200















































































イオン交換カラム Q Sepharose（ポンプ P-1）を用いて分画した。移動相には 10mM の緩
8衝液（B-1）を用いた。溶出液は検出器（D-1）とクロマトパックを用いてタンパクをモニ
タリングした。活性部は 0.05mM-NaCl によってイオン強度を変えることにより、流速
0.2ml/min で溶出させた。減粘効果を確認し、溶出した活性フラクションを 10mM の緩衝
液（B-1）に対して透析し粗酵素溶液を得た。
（２）分子量推定
粗酵素液を Native PAGE（12% アクリルアミド）で分離し、泳動後のゲルを 1cm 幅で
5mm ずつ切り出し 0.75％のコンニャク溶液 5ml が入った試験管の中に入れよく撹拌し 30
分放置した。活性成分を含むゲルはコンニャク溶液の粘度を低下させるので、その様子を目
視で確認することで活性位置を確認した。活性確認後の泳動ゲルは Coomassie brilliant
blue R250 で染色し活性位置のバンドを確認した。活性部のゲルを切り出し SDS-PAGE
（12% アクリルアミド）によって活性成分（精製酵素）の分子量を推定した。
（３）酵素の同定
精製酵素を SDS-PAGE で分離しシングルバンドを確認した。これを切り出し LC-MS/MS
によるタンパク質同定を行なった（株式会社アプロサイエンスに依頼）。
（４）反応至適 pH
1.5％コンニャク溶液 20ml と各 pH（pH=3～9）に調整した 20mM 緩衝液（B-2）20ml
をビーカーに入れ 30 分撹拌した後、酵素液を 100μl 加え室温にて 30 分撹拌した。超音波
粘度計にて粘度を測定した。
（５）反応至適温度
1.5％コンニャク溶液 10ml と各 20mM 緩衝液（B-2, pH=5.5）10ml をビーカーに入れ各
温度（20～90℃）の湯浴中に撹拌しながら 10 分間保った。酵素液を 50μl 加え撹拌しなが
ら各温度で 15 分保った。粘度を測定するために 20℃の水浴中に撹拌しながら 10 分間保っ
た後、超音波粘度計にて粘度を測定した。
（６）温度安定性
1.5％コンニャク溶液 10ml と各 20mM 緩衝液（B-2, pH=5.5）10ml をビーカーに入れ、




ヤガム溶液を 20ml ずつ調製した。各基質溶液に酵素液を 100μl ずつ添加し室温にて 30
分撹拌した後、超音波粘度計にて粘度を測定した。
（８）最大反応速度
グルコマンナン溶液 0.5ml（終濃度で 0.1～0.5％）と 20 mM 緩衝液（B-2, pH=5.5）0.5ml
を試験管に入れよく撹拌した。酵素溶液を 0.1ml 加え撹拌しながら 40℃、10 分間反応させ
た。反応前後の全糖量と還元糖量を測定し Lineweaver Burk の逆数プロットより Km と
Vmax を計算した。
9（９）阻害イオン
0.5％グルコマンナン溶液 0.4ml、20 mM 緩衝液（B-2, pH=5.5）0.4ml と 10mM の金属
イオン溶液（NaCl, KCl, FeCl3, MnCl2, BaCl3, CaCl2, MgCl2, MgSO4, CuSO4, AgNO3 ,
EDTA 2Na）0.1mlを試験管に入れよく撹拌した。酵素溶液を 0.1ml加え撹拌しながら 40℃、
10 分間反応させた。反応前後の全糖量と還元糖量を測定した。
（１０）反応生成物の特徴
0.5％のグルコマンナン溶液 20ml をビーカーに入れ、酵素液を 50μl 加え撹拌しながら
40℃の湯浴中で 2 時間反応させた。超音波粘度計にて粘度を測定した後、ビーカーを沸騰









菌株のグラム染色顕微鏡写真を Fig.1-2 に、形態的特長を Table 1-1 に 16SrDNA の塩基
配列より解析された系統樹を Fig.1-3 に示す。得られた菌株は好気培養条件下で芽胞を形成
するグラム不定の桿菌で運動性を示し、カタラーゼ反応は陽性を示した。これらの特長より
得られた菌株バチルス属であると推定された。さらに 16SrDNA の塩基配列により Bacillus





















































後のゲルを 1cm 幅で 5mm ずつ切り出し 0.75％のコンニャク溶液 5ml が入った試験管の中
に入れよく撹拌し 30 分放置したところ、切り出したゲルの中でコンニャク溶液の粘度を下


























ドの１つが Pectobacterium carotovorum 由来の endo-β-1,4-mannanase の部分配列にヒ
ットした。このペプチドの MS/MS スペクトルを Fig.1-5 に、Pectobacterium carotovorum
由来の endo-β-1,4-mannanase の配列を Fig.1-6 に示す。スペクトルでは主にペプチドの
C 末端系列のイオンピークであるｙイオンピークが強く検出され、MS の結果と同様に
endo-β-1,4-mannanase と同定された。酵素の MS から得られた分子量は 41,893 Da、
PI=6.31 であった。
Fig.1-5. MS によって得られたペプチドの MS/MS スペクトル
14
Fig.1-6. Pectobacterium carotovorum 由来の endo-β-1,4-mannanase（ABC9519）の配列
(Bacillus sp. necolon-1 より得られた酵素と一致する部分を赤で示す)
（４）反応至適 pH
反応 pH と相対活性を Fig.1-7 に示した。反応の至適 pH=5.5 であった。
Fig.1-7. 反応至適 pH
（５）反応至適温度

































1 MKRTYQLFRQ ISLAACLMTA TISQVGAHTV SPVTPNAMAT TRAIYNWMAH
51 LPNRSDSRLL SGAFGGYANI GGDDAFSLAE AENIAARTGQ YPAIYACDYA
101 RGWDRTSAGN EADLVDYSCN STLIDYWKKG GLVQISHHLP NPVFAGNDPG
151 TGEGGLKKAV SNEQLAAVLQ SGTPERTRWL AILDKVAAGL MQLQQQGVVV
201 LYRPLHEMNG EWFWWGATGY NTHDTTRMNL YIRLYRDIYT YFTQTKGLNN
251 LLWVYAPDAN RQDKTGFYPG DAYVDIAGLD MYLDNPANLS GYDEMLRLNK
301 PFALTEVGPS TTNQQFDYAR LVSIIKSNFP KTVYFLPWNN VWSPVKNLNA





































































































































































































































































































































1％となるように水で希釈しゲルろ過クロマトグラフィー（ゲル担体 G-1, カラム C-1, ポ




分子量を Table 2-1 に示す。酵素の添加量によりグルコマンナンの粘度は低下し、分子量も
下がった。
各グルコマンナン濃度（代表的な 3 点：1％, 0.5％, 0.1％）のときの分子量に対する粘度
変化を Fig.2-2 に示す。η＝KMαが成立するとして各濃度での定数 K とαを求めた。
グルコマンナン濃度と係数 K、及びαの関係をそれぞれ Fig. 2-3、Fig.2-4 に示す。
定数 K、α共にコンニャク濃度に対しリニアな関係が得られたので K、αの濃度依存式か

































































































C-3：Senshu Pak，Senshu Scientific Co., Ltd.
ポンプ





生理的食塩水に懸濁した Bacillus sp. necolon-1 を 0.5ml、培地（M-1）20ml、誘導を確
認するサンプル溶液（0.5～2ml）を 50ml の三角フラスコに入れ 40℃で 48 時間振とう培養
22
した。培養液の濁度を分光光度計（A-1）の 660nm で測定した。10,000×ｇ、15min 遠心
分離した培養液上澄みのコンニャクゾルに対する減粘効果を確認した。
（２）誘導物質のスクリーニング
生理的食塩水に懸濁した Bacillus sp. necolon-1 を 0.5ml 、培地（M-3）20ml にタマネ
ギジュース、ニンニクジュース、ラッキョウジュース、コンニャク、グアガム、タラガム、














ステップ１によって得られた活性分画をゲルろ過（ゲル担体 G-3, カラム C-1, ポンプ












ステップ３によって得られた活性分画を HPLC（カラム C-3, ポンプ P-2, 標準物質 S-7









スクリーニング結果を Table 3-1 に示す。
Bacillus sp. necolon-1 は片栗粉と CMC を除くすべての炭素源で生長した。しかしタマネ
ギ、ニンニクやラッキョウなどのネギ類のジュースやコンニャク、タラガム、グアガム等の
マンナン類を用いた時にのみ菌体外にこの酵素を産生した。




ションを培養に用いた際の菌体量と相対減粘活性を Fig.3-1 に示す。0 分から６0 分までの
溶出液をフラクションコレクターに 2min/tube で分取し、Bacillus sp. necolon-1 の培地に





























































１G：D(+)-Glucose, ２G：Maltose, ３G：Maltotriose, ５G：Maltopentaose
誘導物質の推定
精製した誘導物質の UV スペクトラムを Fig.3-3 に示す。
















































され Bacillus sp. necolon-1 で産生・分泌されるマンナナーゼと同等のものである。
・Geloosener–K
生タマネギを 50℃で重量が 10 分の１になるまで乾燥した。乾燥タマネギ 100g に 1L の
水を加え冷蔵庫中、一晩放置した。抽出液と残渣をガーゼで濾別し遠心分離（10,000
×ｇ, 15min）を行なった。上清を中空糸フィルターによって分画・濃縮を行なった。濃
縮液に対して 70%EtOH 沈殿を行なった後遠心分離（10,000×ｇ, 15min）を行なった。上






5％のコンニャク溶液 300g ずつに Geloosener–K を 0～2ml 加え 30 分撹拌した。少量の
水に溶いた 300mg の水酸化カルシウムを加えた後 15 分撹拌した。四角い型に圧入し沸騰
水中で 30 分間保ち固化させた。
・噛み込み試験










試験の結果を Fig.4-2、4-3 に示した。市販のコンニャクや Geloosener–K を添加していな
いコンニャクでは歯による圧迫とともに弾性的反撥を示し 10数ミリのところで破断がおき
噛み込みが生じた。これがコンニャク特有の歯ごたえ、食感につながる。一方、Geloosener
–K を用いたコンニャクでは Geloosener–K 添加量に応じてコンニャクのこの特性が失われ
軟らかくなった。
Fig.4-2. 市販のコンニャクの噛み込み試験










































β-Mannanase (Endo-β-1,4-D-mannanase, EC3.2.1.78) はβ-1,4‐マンナン、グルコマ
ンナン、ガラクトマンナンのβ-1,4‐マンノシド結合のランダムな加水分解を促進する酵素
として知られ、様々なバクテリア、菌類さらに高等植物から分離・精製が報告されている。


















































等電点は 4-8 である[16-32]。今回 Bacillus sp. necolon-1 から得られた酵素は LC-MS/MS
より endo-β-1,4-mannanase であると同定されたが、これは基質選択性（Fig.1-10）や反
応生成物の特徴（Fig.1-13）などの実験データともよく一致した。酵素の至適 pH は 5.5




Bacillus subtillis KU-1 [20]、Bacillus sp. NTT33 [22]、海洋性バクテリアVibrio sp.MA-138
[25] や古細菌 Nocardioform actinomycetes [27] 由来の酵素でも見られている。今回得ら
れた酵素ではその他のイオンによる強い阻害は見られなかった。反応基質の選択性はコンニ
ャク＞タラガム＞グアガムの順で高かったが、Lenzites sapiaria NRCC 5910、Polyporus
versicolor NRCC 5909、Schizophyllum commune NRCC 5911 など由来のマンナナーゼに
おいてもグルコマンナンに対する反応性の方がガラクトマンナンに対する反応性より高い
ことが報告されている[33]。
MS から得られた分子量は 41,893Da で SDS ページより求めた推定分子量 42kDa
（Fig.1-4）とよく一致し、この分子量は多くのマンナナーゼと同程度の大きさであった。
しかし、MS から得られた PI 値は 6.31 でほぼ中性付近であったがほとんどのマンナナーゼ
は酸性、もしくは 7.8 付近のものが多い。このように由来、分子量、PI 値、至適反応条件
などの酵素の特徴において本マンナナーゼと一致するマンナナーゼは報告されていない。
また今回得られた Bacillus sp.necolon-1 は形態的に Bacillus 属であると同定されたが
16SrDNA での解析では一致する種は登録されていない。これらのことから新種の可能性の






みられる。Guangji Li らはアルカリ性 Bacillus sp.由来のマンナナーゼによって酵素処理し
た１～２％コンニャク溶液において[η]= 5.06×10-4 Mw0.754が成立すると報告している[34]。
コンニャク溶液の極限粘度[η]と Huggins 定数 k’は実験より得られる還元粘度（ηsp/C）
より 下記の Martin の式より求められる[35]。














という Mark-Houwink-桜田の式が成立するがこの K とαは高分子と溶媒の種類、温度な
どによって決まる定数である。この式の極限粘度を測定粘度に置き換えたとき、酵素分解に
よって色々な分子量サイズにしたグルコマンナン溶液にも当てはまると仮定して各グルコ
マンナン溶液濃度 C（％）の分子量 M（×万）と粘度 η（mPa・s）をプロットし（Fig.2-1）































なされている。Mia Md. Zakaria らは好冷菌の一種である Flavobacterium sp.の培養条件
の最適化についての検討の中で窒素源として Yeast extract、Casitone、Soyton、Trypton、
NZ‐amine、Bacto-peptone や Proteose-peptone を、炭素源として Guar gum や Locust
bean gum の添加で、菌体培養液中のマンナナーゼ活性が増加することを示した [39]。ま
た Bacillus subtillis JS-1 は lactose や Locust bean gum の培地への添加によってマンナナ






















ムでは 280nm 付近の吸収があること（Fig.3-4）や培地 polypepton を加えた場合にも誘導





















湿潤乾燥したタマネギの水抽出液であり、タマネギで誘導され Bacillus sp. necolon-１で
生産・分泌される endo-β-1, 4 mannanase と同等の粗酵素液である Geloosener-K を使用
して軟化させたコンニャクゾルをアルカリで固化することにより通常より柔らかいコンニ
ャクゲルを作ることが出来た（Fig. 4-2, 4-3）。Bacillus sp. necolon-１から得られたマンナ
ナーゼは大量に加えたり、長時間反応すれば単糖まで分解する（Fig.1-13）が、５％のコン


























酵素を菌体外に出す Bacillus sp. necolon-１を得た。この Bacillus sp. necolon-１は新種の
可能性があり特許生物寄託センターに登録、寄託された。Bacillus sp. necolon-１から得ら
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